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審査の結果の要旨 
                           氏名 大賀 貴文  
 
 
本研究は大腸がんの転移に関連する遺伝子を探索することを主な目的として次世代シー
クエンサーを用いて 28症例の大腸がん症例を「肝転移を有する 12症例（A群）」と「肝転
移を有さない 16 症例（B 群）」に分け、全エキソーム解析、RNA-Seq 解析を行ったもので
ある。網羅的遺伝子解析を行い、発がん及び転移に関連する遺伝子の同定を試み、下記の
結果を得ている。 
 
1. 全症例で計 6,855個、A群のみでは計 2,936個、B群のみでは計 3,919個の体細胞変異を
認めた。A 群に比べ B 群の indel変異数、頻度が多かったが、これは B 群にMSI陽性症
例が存在し、indel数が多かったためであった。また A 群の原発巣と転移巣の間で変異
の数、頻度に差を認めなかった。 
2. MSI症例である B06症例の腫瘍部と、腫瘍率の低い A07症例の転移巣と B15症例の腫
瘍部を全検体から除いた場合の一検体あたりの変異頻度の平均は、indel変異頻度が
0.061/Mb（計 5.46個）、missense + nonsense変異頻度が 0.97/Mb（計 87.03 個）、synonymous
変異頻度が 0.34/Mb（計 30.49個）であった。A群原発巣、A群転移巣、B群腫瘍部の 3
群において Kruskal-Wallis 検定にて変異頻度に有意な差は見られなかった。 
3. Mutsig パイプラインにてドライバー変異候補として有意に選ばれた（Q値 <0.05）遺伝
子は全検体で APC、TP53、KRAS、PTEN、ARID1A、SMAD4、FBXW7の 7遺伝子であっ
た。A 群では APC、TP53、KRAS、PTEN、B群では APC、TP53、KRASであり、PTEN
は A 群のみで有意差を認めた。全検体から選出された 7遺伝子において A群 B群間で
Fisher検定を行ったが 2群間で頻度に差がある遺伝子はなかった。 
4. MuTect、SID、VarScan パイプラインにて nonsynonymous変異を検出した。全検体にお
いて nonsynonymous 変異数 7以上認める遺伝子は APC、TP53、TTN、KRAS、MUC16、
RYR2、NEB、FAT3、FBXW7、ARID1A、COL18A1、DMD、DNAH5、PTEN、SMAD4であ
った。A群に限ると nonsynonymous変異数 5以上認める遺伝子は APC、TP53、KRAS、
TTN、MUC16、RYR2、NEB、ADAMTS10、FAT3、FBXW7、FSIP2、NELL1、PTEN、RXFP3
であった。B群に限ると nonsynonymous変異数 5以上認める遺伝子は APC、TTN、TP53、
KRAS、MUC16、RYR2、SPEGであった。A群 B 群間で Fisher検定を行ったが 2群間で
頻度に差がある遺伝子はなかった。ADAMTS10、NELL1、RXFP3は B 群では変異を認め
ず、転移に関する遺伝子の候補として同定された。 
5. CNV解析では Q値< 0.01を有意とすると全検体で 1p、4、7、8、13、15、17p、18、20、
22q 番染色体のコピー数変化が有意に認められ、1p、4、15、18、17p、22q番染色体は
欠失、7、8、13、20番染色体は増幅がみられた。 
6. A10症例の原発巣では EGFR、B11症例の腫瘍部ではERBB2のコピー数の増幅を認めた。 
7. A 群の各症例において原発巣と転移巣の CNV を比較すると、1例は原発巣と転移巣が
異なる CNV プロファイルであり、その他の症例では各々の転移巣で様々なコピー数変
化の追加を認め、転移巣に特徴的なコピー数変化は同定できなかった。 
8. Ingenuity Pathway Analysis を用いて、それぞれの群で特異的な体細胞変異を示す遺伝子
群の機能を解析したところ、A群原発巣のみでは原発巣、転移巣で共通する遺伝子群の
中にドライバー遺伝子が含まれるためがん化に関わる pathwayは濃縮されなかった。ま
た B群のみでは hereditary breast cancer signalingを濃縮し、また転移がない群にも関わら
ず Epithelial adherens junction signaling が濃縮された。A 群転移巣のみでは Wntシグナル
経路のうち β-カテニン非依存性経路であるWnt/Ca2+ pathwayと、PCP pathwayが濃縮さ
れ、転移に関わる pathwayとして同定した。 
9. RNA-seq解析では、deFuse パイプラインにて 9つの新規融合遺伝子を同定した。その中
に ADAP1融合遺伝子を 2症例で認め、研究室独自のアルゴリズムでの解析では 3症例 
で ADAP1融合遺伝子を認め、28症例のうち 3症例で計 5種類の ADAP1融合遺伝子を
同定した。 
10. ADAP1は Arf GAP domain と 2つの PH domain を有し、今回同定した全ての ADAP1融
合遺伝子は同じイントロンで切断され 3’側遺伝子と融合しており、ArfGAP domain は保
持するものの、2つの PH domain を欠失した構造となっていた。ADAP1-GET4、
ADAP1-SUN1融合遺伝子のみ全長 cDNA を RT-PCR にて増幅することに成功し、Arf6 
activation assayにて ADAP1融合遺伝子を過剰発現させると活性型ARF6の発現が増加す
ることを確認した。また今回増幅できなかった 3つの ADAP1融合遺伝子も同様に過剰
発現することで活性型 ARF6 が蓄積する予想されるが、ADAP1-GEMIN4、
ADAP1-TMEM8A融合遺伝子は in-frameで 3’側の遺伝子と融合しており、更なる機能を
有している可能性が示唆される。 
 
以上、本論文では転移に関する遺伝子として PTEN、ADAMTS10、NELL1、RXFP3を同定し、
転移巣において β-カテニン非依存性 Wnt シグナル経路の濃縮を認めた。また新規融合遺伝
子を同定し、ADAP1融合遺伝子を 3症例で 5種類認め、ADAP1融合遺伝子の過剰発現によ
り活性型 ARF6 の発現が増加することを確認した。本研究はこれまで報告されたことのない
ADAP1 融合遺伝子の同定、機能解析を行い、大腸がんの新たながん遺伝子の可能性のある
融合遺伝子の発見を報告し、また転移に関する遺伝子の同定や pathway解析結果から大腸が
んの転移のメカニズムの解明に重大な貢献をなすと考えられ、学位の授与に値するものと
考えられる。 
